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Rekombinantes Fusionsprotein dieses enthaltende (ImpfOStoffzusammen- 
setzung und Verfahren zu dessen Herstellung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein rekombinantes Fusionsprotein, auf eine 
(Impf-)Stoffzusammensetzung mit dem rekombinanten Fusionsprotein und 
auf ein Verfahren zur Herstellung des rekombinanten Fusionsproteins. 

Die Odemkrankheit der Schweine wird durch Shiga-Toxin bildende 
Escherichia Coli (STEC) hervorgerufen. Hauptvirulenzfaktor dieser Erreger 
und ausschlieiilich verantwortlich fur die klinischen Symptome ist das Shiga 
Toxin 2e (Stx2e) (MacLeod et al. 1991) Da die Erkrankung in vielen Fallen 
einen perakuten Verlauf zeigt und Therapieversuche meist zu spat begonnen 
werden bzw. nicht den gewunschten Erfolg zeigen, ware die Entwicklung 
einer wirksamen Prophylaxe wiinschenswert. Die Gewinnung und 
Aufreinigung des Stx2e ist problematisch. 

Die B-Untereinheit des Stx2e kommt aus verschiedenen Griinden als 
Vakzinekandidat in Frage. Sie wird von Seren rekonvaleszenter Ferkel 
erkannt, d.h. sie besitzt antigene Determinanten. Des weiteren induziert die 
B-Untereinheit des Toxins nach parenteraler Applikation die Bildung toxin- 
neutralisierender Antikorper (Acheson et al. 1996; Boyd et aL 1991). Mit 
Hilfe gentechnischer Methoden ist es gelungen, ein rekombinantes 
Fusionsprotein herzustellen, das aus einem Fragment der Stx2eB- 
Untereinheit und der Glutathion-S-Transferase von Shistosoma Japonicum 
besteht (Franke et al. 1995). Bei der Odemkrankheit der Absetzferkel wurde 
bereits sowohl die Erregerausscheidung als auch die immunologische 
Reaktion auf die STEC-Infektion iiber einen langeren Zeitraum untersucht. 
Das zum Nachweis von Stx2e-Antik6rpern eingesetzte rekombinante 
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Fusionsprotein aus einem Fragment der Stx2eB-Untereinheit und der 
Glutathion-S-Transferase eignete sich sehr gut zum indirekten Nachweis der 
STEC-Infektion und wurde bislang als potentielles Impfantigen zur 
Prophylaxe der Odemkrankheit angesehen (Wieler L. H., Franke Sylvia, 
Rose M. und Karch H. Charakterisierung der Immunantwort bei der 
Odemkrankheit des Schweines mit einer rekombinanten B-Untereinheit des 
Shiga-like-Toxins-IIe. Vortrag gehalten auf dem 21. DVG Kongress in Bad 
Nauheim (Marz 1995)). 

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
insbesondere fur Impfzwecke geeignetes rekombinantes Fusionsprotein, ein 
dieses codierendes Plasmid, eine das Fusionsprotein enthaltende (Impf- 
) S to ffzusammense tzung fur verschiedene Verwendungen im Zusammenhang 
mit der Odemkrankheit, insbesondere der Schweine, und ein Verfahren zur 
Herstellung des rekombinanten Fusionsproteins zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird durch ein rekombinantes Fusionsprotein mit den 
Merkmalen des Anspruchs 1, eine (Impf-)Stoffzusammensetzung mit den 
Merkmalen des Anspruchs 5, einen E.coli-Stamm gemaB Plasmid gemafi 
Anspruch 1 8 und durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 20 
gelost. Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspriichen 
angegeben. 

Erfindungsgemafl werden ein rekombinantes Fusionsprotein und eine dieses 
enthaltende (Impf-)Stoffzusammensetzung zur Verfugung gestellt, die im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit, insbesondere der Schweine, 
verschiedenen Verwendungen zugefiihrt werden konnen. So kommen 
insbesondere als Verwendungen in Betracht: 
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der Nachweis von Antikdrpern gegen Stx2e 5 
die Diagnose der Odemkrankheit, 

die Erzeugung monoklonaler Antikorper gegen das Toxin des 
Odemkrankheitserregers, insbesondere als Basis fur die Kontrolle der 
Ausbeute bei der Gewinnung des rekombinanten Fusionsproteins oder 
als Basis fur die Gewinnung des Holotoxins durch 
immunaffinitatschromatografische Reinigung, 

die Immunisierung gegen die Odemkrankheit, insbesondere der 
Schweine. 



Das rekombinante Fusionsprotein ist ein subgenisches Stx2e-Fragment des 
Shiga-Toxins 2e in Fusion mit einem terminalen Tag, dessen GroBe etwa der 
GroBe des Fragments oder eines Bruchteils des Fragments entspricht. Der 
terminale Tag ist eine markierte Endgruppe in der Aminosaurenfolge des 
Proteins. Vorzugsweise ist das subgenische Stx2e-Fragment eine B- 
Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e. Die GroBe des terminalen Tags 
betragt vorzugsweise maximal 5 kDa, weiterhin vorzugsweise maximal 1 
kDa. Weiterhin vorzugsweise handelt es sich dabei um einen ami- 
noterminalen His-Tag. Das His-Tag umfaBt sechs Histidine. Seine GroBe 
betragt ca. 0,66 kDa. 

Das rekombinante Fusionsprotein weist wesentliche antigene Domanen des 
nativen Proteins auf, die seine Eignung fur verschiedene Verwendungen im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit begriinden. Dies ist zwar theoretisch 
auch schon bei den bisiang bekannten rekombinanten Fusionsproteinen aus 
einem Fragment der Stx2eB-Untereinheit und der Gluthathion-S-Transferase 
der Fall. Hier stellt sich allerdings das Problem, daB nach Einschatzung der 
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Anmelderin mit storenden immunologischen Reaktionen gerechnet werden 
muB, die einem Einsatz der gattungsgemaflen Fusionsproteine zu z.B. 
therapeutischen Zwecken entgegenstehen. Ein wesentlicher Vorteil der 
erfindungsgemaBen Fusionsproteine besteht demgegentiber darin ? daB hier 
aufgrund des speziell ausgewahlten Tags nicht mit storenden 
Immunantworten zu rechnen ist und damit erstmals Fusionsproteine zur 
Verfugung stehen, die z.B. in Impfstoffen einsetzbar sind. Wie bei 
gattungsgemaBen Fusionsproteinen, so begunstigt auch das erfindungsgemaB 
verwendete Tag die Gewinnung des rekombinanten Fusionsproteins, 
insbesondere dessen Reinigung, beispielsweise durch ein affini- 
tatschromatografisches Verfahren. 

Oiigomere aus vernetzten His-Stx2eB-Monomeren konnen besonders 
wirksame Fusionsproteine bilden. 

GemaB einer vorteilhaften Ausgestaltung umfaBt die (Impf- 
)Stoffzusammensetzung auBer den rekombinanten Fusionsproteinen 
mindestens ein zusatzliches Antigen. Bei einer Impfstoffzusammensetzung 
handelt es sich dann urn eine Formulierung einer immunogenen Menge des 
rekombinanten Fusionsproteins und einer immunogenen Mengen mindestens 
eines zusatzlichen Antigens. Mit diesem Kombinationsimpfstoff kann eine 
gleichzeitige Impfung gegen die Odemkrankheit der Schweine und gegen 
mindestens eine weitere Krankheit erfolgen. 

Insbesondere kann die (Impf-)Stoffzusammensetzung auBer den 
rekombinanten Fusionsproteinen mindestens ein zusatzliches Antigen 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Pasteurella multocida- 
Bacterin mit einem zellgebundenen Toxoid, einem Bordetella 
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bronchiseptica-Bacterin, einem Erysipelothrix rhusiopathiae- Antigen, einem 
oder mehreren loslichen zellfreien Toxoiden vom Pasteurella multocida Typ 
D und/oder Escherichia coli und/oder Clostridium perfringens, inaktivierten 
ganzen Zellen von Pasteurella multocida Typ A oder D, Kulturen von 
Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, 
Clostridium perfringens, Streptokokkus suis, Mycoplasma hyopneumoniae 
sowie Porcine Reproduction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus, 
Pseudorabiesvirus und Porcine Circovirus I und II ist. 

Vorstehende Antigene sind fur die Verursachung folgender Krankheiten 
bekannt: 

Pasteurella multocida und Bordetella bronchiseptica verursachen die 
progressive atrophische Rhinitis der Schweine, auch 
„Schnuffelkrankheit" genannt; pathogenetisch spielen vor allem die 
Pasteurella multocida Toxine eine bedeutende Rolle (in kommerziellen 
Impfstoffen ist der Toxoidgehalt wichtig) 

- Pasteurella multocida A und D kommt vor bei Atemwegserkrankungen 
des Schweins (Lungenentziindung), Pasteurella multocida D verursacht 
auch die Schnuffelkrankheit 

- Erysipelothrix rhusiopathiae - Rotlauferkrankung 

Escherichia coli - Durchfallerkrankungen (Sonderform ist die 
Odemkrankheit der Schweine) (Toxine sind entscheidend) 
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Clostridium perfringens: nekrotisierende Enteritis der Saugferkel (Toxine 
sind entscheidend) 

- Actinobacillus pleuropneumoniae: hamorrhagisch-nekrotisierende 
Pleuropneumonie 

- Haemophilus parasuis: Glassersche Krankheit (Fibrinose Serosen- und 
Gelenkentziindung) 

Streptokokkus suis: Streptokokken Septikamie 

Mycoplasma hyopneumoniae: Enzootische Pneumonie, auch als 
„Ferkelgrippe" bezeichnet 

- Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus: bei Ferkeln 
Atemwegserkrankung (Lungenentzundung), bei Sauen 
Fruchtbarkeitserkrankungen 

Influenzavirus: Atemwegserkrankung 

Pseudorabies virus: Aujeszkysche Krankheit des Schweines (Pseudowut) 

- Porcine Circovirus I und II: Post- weaning multisystemic wasting 
syndrome. 

Vorzugsweise ist das mindestens eine zusatzliche Antigen so ausgewahlt, 
dafi es sich auf eine Krankheit bezieht, die das Schwein typischerweise etwa 
in dem gleichen Alter wie die Odemkrankheit befallt. Das ist bei den oben 
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angefiihrten Antigenen weitgehend der Fall. Die Impfstoffzusammensetzung 
ermoglicht dann eine besonders wirksame Kombinationsimpfung. 

In der Impfstoffzusammensetzung ist vorzugsweise das rekombinante 
Fusionsprotein und/oder das mindestens eine zusatzliche Antigen jeweils in 
einer immunogenen Menge fur die Impfung von Schweinen gegen die 
Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine 
und andere virale und/oder bakterielle Infektionen enthalten. 

Daruber hinaus bezieht sich die Erfmdung auf 
Impfstoffzusammensetzungen, deren Zusammensetzungen und/oder Mengen 
so gewahlt sind, daB eine Immunisierung des jeweiligen Tieres gegen die 
mindestens eine Krankheit durch sequentielle und/oder gleichzeitige 
Impfung mit den Impfstoffzusammensetzungen erreichbar ist. 

Von besonderer Bedeutung fur die (Impf-)Stoffzusammensetzung ist die 
Auswahl des Adjuvans. Beispielsweise kann eine W/O/W- (z. B. ISA 206), 
eine W/O-Emulsion (z. B. iFA-inkomplettes Freund'sches Adjuvans, eine 
waBrige Suspension (z. B. Aluminiumhydroxid) oder eine O/W-Emulsion 
zum Einsatz kommen. 

Nach dem erfindungsgemafien Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
eines subgenischen Fragments des Shiga Toxin 2e (Stx2e) in Fusion mit 
einem terminalen Tag wird in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit 
aus dem Stx2e-Operon kloniert, das entstandene rekombinante Plasmid in 
einen E. coli-Stamm transformiert, das entstandene Expressionssystem 
induziert und das Fusionsprotein exprimiert und gereinigt. 
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Das Gen der B-Untereinheit von Shiga Toxin 2e (Stx2eB) wurde in 
verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Mit den so entstandenen 
rekombinanten Plasmiden wurden verschiedene E-coli-K12-Laborstamme 
transformiert. Alle Transformanden wurden in Expressionsstudien unter 
variierenden Bedingungen (Temperatur, Induktionslevel, Induktionsdauer) 
auf Bildung der rekombinanten B-Untereinheit getestet. Der Transformant 
bzw. Klon mit der hochsten Ausbeute an rekombinantem Protein im 
Verhaltnis zum Gesamtzellproteingehalt wurde ermittelt. Fiir das von diesem 
Stamm gebildete Fusionsprotein, bestehend aus der reifen B-Untereinheit 
mit einem N-terminalen His-Tag (His-Stx2eB), wurde ein 
Reinigungsverfahren entwickelt und im LabormaGstab getestet. Fiir die 
Umsetzung des Reinigungsverfahrens im GroBmaiistab ist FPLC unter 
Verwendung geeigneter Puffersysteme vorgesehen. 
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Beispiel 

Herstellung der rekombinanten B-Untereinheit des Stx2e 

Fur die Herstellung der rekombinanten B-Untereinheit wird der Stamm E. coli 
Cux-Stx2eB, DSM-Nr. 12721 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig), verwendet. 
Dieser E. coli-Laborstamm enthalt das Plasmid pHIT-24, welches die B-Untereinheit des 
Stx2e kloniert. 

Von diesem Stamm wurde ein seed lot System angelegt und bei -78°C , abgefullt in 2 ml 
Kryo- Vials, gelagert. 

Fur die Produktion der rekombinanten B-Untereinheit wird 1 Ampulle working seed (2 ml) fur 

die Anzucht einer Vorkultur 1 aufgetaut. 

Die Vorkultur 1 wird unter folgenden Bedingungen hergestellt : 

Medium : 150 ml sterile Standard-I-Nahrbouillon + 0,01% Ampicillin in einem Erienmeyer- 

kolben 300 ml 
Bebriitung : 15 Stunden bei 37 °C, Standkultur 

Fur den Hauptansatz wird ein Fermenter "BIO STAT B" mit einem 5-L-KulturgefaB benutzt. 
Dieses GefaB ist mit 4 L Standard-I-Nahrbouillon + 0,01% Ampicillin gefiillt und wurde als 
Einheit fur 25 Minuten bei 121 °C autoklaviert.. 

In dieses Medium wird die Vorkultur 1 gegeben und unter folgenden Bedingungen fur 6 
Stunden kultiviert : Temperatur : 37 °C 

pH= 7,0-7,1 

Ruhrgeschwindigkeit : 100-150 rpm 

Luftzufuhr : 2 L / min 
Die Regulienmg des pH wird durch das automatische Zugeben einer sterilen 10 % 
NaOH-Losung gewahrleistet 

Die Induktion wurde nach 6 Stunden Kultivierung durch Zugabe von 0,25 mM IPTG-Losung * 
und einem pH-Spmng von 7,1 auf 7,5 eingeleitet.Die Induktionsdauer betrug ca. 3,5 Stunden. 

AnschlieBend wurde die Kultur in ein 10-L-Eratebehalter gepumpt und in einer Zentrifuge mit 
2500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 200 ml eines 8 M 
Harnstoffpuffers aufgenommen und fur ca. 15 Stunden in einem Kuhlraum (4-8 °C) verbracht. 
Das resuspendierte Pellet wurde danach mit Ultraschall behandelt (4x15 Minuten, 190 Hertz, 
0,3 Sekunden pulsierend) und anschlieBend mit 10 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
vorsichtig entnommen und diente der weiteren Bearbeitung; das bei diesem Schritt erhaltene 
Pellet wurde verworfen. 

Im AnschluB daran wurde die Losung mittels einer Ultrafiltration ("Pellicon XL ") von 200 ml 
auf 80 ml eingeengt. 

Die so erhaltene 80 ml-Proteinldsung wurde dann mittels einer Affimtats-Chromatographie 
(FPLC M Aktaexplorer") weiter bearbeitet. 

Das das rekombinante Zielprotein enthaltene Material wurde fraktioniert, jeweils 3 ml, 
aufgetragen und uber eine mit Metall-Chelat-Matrix (Ni-NTA, Qiagen) beladene Saule 
(Volumen : ° ml) gegeben. 

* IPTG: Isopropylbeta-^Thiogalaktopyranosit 
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Diese Matrix bindet spezifisch das His-Tag des rekombinanten Proteins. 

Das Targetprotein wird vom Metall festgehalten und unter denaturierenden Bedingungen 

(8 M Hamstoff, 0, 1 M Na^O* 10 mM Tris/HCL, pH 8) gewaschen. 

Nach der Entfernung der kontaminierenden Proteine wird das rekombinante Protein durch 

einen pH-Sprung (8 M Hamstoff, 0,1 M NaHjPO^ 10 mM Tris/HCL, pH 3) von der 

AflSnitatsmatrix desorbiert und am Saulenausgang aufgefangen. 

Das gereinigte Protein wird mittels Cross-Flow-Filtration (Porengrofie 5 kDa) konzentriert. 
Nach Priifiing der Reinheit und Ausbeute (uber SDS-Gelelektrophorese, Westernblotting, 
Elisa, Proteinbestiinmung) erfolgt der Austausch des Harnstoff-PufFers gegen eine 
physiologische Pufferlosung (PBS, pH 7,2). Der Austausch erfolgt mittels Cross-Flow- 
Filtration (Porengrofie 5 kDa). 

Das rekombinante Protein lag in einer Konzentration von 300 jig/ml vor. 



Beschreibung des rekombinanten Fusionproteins 

Das Targetprotein wird durch das Genfiragment Stx2eB codiert. Die GroBe dieses sub- 
genischen Fragments der B-Untereinheit von Stx2e betragt 228 bp. 
Folgende eigenschaften des rekombinanten Proteins wurden geprQft : 

1. MolekulargewichtsgroBe 

Das Targetprotein hat ein in der SDS-Gelelektrophorese ermittels Molekulargewicht von 
ca. 7,5 kDa. 

2. Kontrolle des rekombinanten Proteins im Immunoblot mit Seren erkrankter Ferkel 

Das gereinigte Antigen wurde im Immunoblot mit Seren von an Odemkrankheit erkrankten 
Ferkeln untersucht.Bei den Tieren handelte es sich urn Ferkel aus Schweinezuchtbetrieben, 
in denen klinisch manifeste Erkrankungen mit Stx2e-E.coIi-Stammen auftraten. 
Uber 90 % dieser Seren reagierten positiv mit dem rekombinanten Protein. Um falsch 
positive Ergebnise auszuschliefien, wurden die Untersuchungen mit der B-Untereinheit, an 
die Glutathion-S-Transferase von Schistosoma japonicum gekoppelt, verifiziert. 

3. Kontrolle des rekombinanten Proteins mit monoklonalen Antikorpern gegen Stx2eB 
Um festzustellen, ob die Konformation der rekombinanten B-Untereinheit dem Wildtyp- 
Protein ahnelt, wurde das rekombinante Stx2eB im Dot-Blot-Verfahren untersucht. 

Dazu wurde der monoklonale Antikorper BC5BB12 eingesetzt, der spezifisch die B-Unter- 
einheit von Stx2 erkennt und auch mit der B-Untereinheit von Stx2e kreuzreagiert 
Als Positivkontrolle wurde das Stx2e-Holotoxin mitgefiihrt. Als Negativkontrolle diente 
eine Rohtoxinpreparation von Stxl . 

Der monoklonale Antikorper BC5BB12 reagierte sowohl mit dem Stx2e-Holotoxin, als 
auch mit dem rekombinanten Stx2eB-Protein, jedoch nicht mit dem Stxl. 

4. Prufiing des rekombinanten Proteins auf Zytotoxizitat im Verozelltest 

Die Zytotoxitat des rekombinanten Proteins wurde im Zytotoxizitatstest an Verozellen, 
Helazellen sowie MDBK-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Konzentrationen von 
0,3 jig/ml bis 100 ng/ml an rekombinanten Stx2eB eingesetzt. Selbst in den niedrigsten 
Verdunnungsstufen konnte in keiner der untersuchten Zelllinien ein signifikanter Unter- 
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schied zur Negativkontrolle (Puffer ohne rekombinantes Protein) festgestellt werden. 
Diese Ergebnisse bestatigen, daB das rekombinante Stx2eB per se nicbt zytotoxisch ist. 



5. Nachweis der Immunogenitat des rekombinanten Stx2eB im Kaninchenversuch. 

Zwei weibliche Kaninchen derRasse "WeiBe Neuseelander" im Alter von ca. 12 Monanten 
wurden mit dem rekombinanten Stx2eB immunisiert. Bei der 1. Vakzination wurden 100 
pg Antigen unter Zugabe von inkompletten Freundschen Adjuvans (iFA) subcutan 
verabreicht.Die Boosterang erfolgte sechs Wochen spater mit 50 jig rekombinantem 
Stx2eB subcutan, ebenfalls mit iFA. Die vor und nach der Vakzinierung gewonnen Seren 
wurden im Immunoblot untersucht. 

In beiden Kaninchen wurde eine spezifische Serumkonversion nachgewiesen. 



Beschreibung der Herstellung von Vakzineformulierungen (Beispiele^ 

1. Herstellung einer W/O/W - Vakzineformulierung 

Unter sterilen Bedingungen wird das Antigen als waBrige Phase (Temperatur 22°C) 
wahrend des Ruhrens (U.T.< 2000 Upm) kontinuierlich in das Adjuvans (z. B. Montanide 
ISA 206) gegeben. AnschlieBend wird die Emulsion 10 minuten bei ca. 2000 Upm 
homogenisiert. 

Nach 24 h Lagerungszeit bei 8°C wird die Vakzineformulierung erneut homogenisiert. 
Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepriift 

2. Herstellung einer W/O- Vakzineformulierung 

Unter sterilen Bedingungen wird das Antigen als waBrige Phase (Temperatur 22°C) 
wahrend des Ruhrens (U.T. < 2000 Upm) kontinuierlich in das Adjuvans (z. B. in- 
komplettes Freundsches Adjuvans) gegeben und emulgiert. 
Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepriift. 

3. Herstellung einer waBrigen Suspension 

Unter sterilen Bedingungen wird das waBrige Antigen wahrend des Ruhrens (z.B. 
Magnetruhrer) kontinuierlich in das waBrige Adjuvans (z. B. Aluminiumhydroxide) gege- 
ben und geruhrt. 

Die Vakzine wird gepriift anhand der Parameter pH und Tonizitat. 

4. Herstellung einer O/W-Suspension 

Unter sterilen Bedingungen wird das waBrige Antigen kontinuierlich in das Adjuvans ge- 
geben und emulgiert. 

Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepriift. 

Nach der Herstellung der Vakzineformulierungen wurde diese bis zu ihrer weiteren 
Verwendung im Kuhlschrank bei Temperaturen von +4°C - +8°C gelagert. 
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Beispiel des Nachweises der immunogenen Wirkung des rekombinanten Stx2eB im Zieltier 
Schwein tmter Verwendung verschiedener Vakzineformulierungen 

Ziel des Versuches 

Untersuchung des Fragestellung : Kann das gentechnisch hergestellte rekombinante Stx2eB- 
Protein (unter Verwendung verschiedener Adjuvantien) nach zweimaliger i.m. Applikation im 
Absatzferkel eine Immunantwort induzieren ? 

Fur diesen Versuch wurden 8 Absetzer im Alter von 6 Wochen eingesetzt. 

6 Tiere wurden mit Vakzinepraparationen behandelt, 2 Tiere erhielten ein Placebo verabreicht. 

Die Impfstoffapplikationen erfolgten zweimal im Abstand von 3 Wochen. 

Von jedem Tier wurden folgende Blutproben entnommen . 

1. Vor der 1. Immunisierung 

2. 14 Tage nach der 1. Immunisierung 

3. Unmittelbar vor der 2. Immunisierung (21 Tage nach der 1. Immunisierung) 

4. 14 Tage nach der 2. Immunisierung 

5. 21 Tage nach der 2. Immunisierung 

Die Seren wurden im Elisa auf das Vorhandensein von spezifischen Antikorpern untersucht, 
die gegen das rekombinante Stx2eB gerichtet sind. 

Aufierdem wurden die Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzine bewertet. 



AUgemeine Versuchsdaten 

Tiere 

Tierart : Schwein 
Tierkategorie : Absetzer 
Alter : 6 Wochen (bei 1. Impfung) 
Geschlecht : gemischt 

Immunstatus der Tiere bei Versuchsbeginn : Stx2eB-Antik6rper negativ 

Haltungsform : Gruppenhaltung 

Futteningsschema : ad libitum 

Wasserversorgung : aus Wasserleitung ad libitum 

Einsatz von Futterzusatzstoffen : kein Einsatz von FutterzusatzstofFen 

Impfstoffverabreichungsparameter 
Applikationsweise : Injektion 
Applikationsweg : i. m. 

Zeitraum zwischen den zwei Impfstoffapplikationen : 3 Wochen 
Vorbehandlung des verabreichten Mittels : keine 
Vorbehandlung der Versuchstiere : keine 
Anzahl der Impflinge : 8 
Anzahl der Kontrolltiere : 2 

Studiendesign : randomisiert, blind 
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Impfstoffdosis. Tierkennzeichnung. Vakzineeinsatz 
Der konkrete Versuchsplan ist in Tabelle 1 dargestellt. 



Adjuvansschlussel 
Adjuvans A - ISA 206 
Adjuvans B - iFA 
Adjuvans C - Montanide 

Versuchsverlauf 

Auftreten von Nebenwirkungen : nach 1. Impfung - leichte BeeinfluBung des Allgemeinzustan- 

des und der Futteraufhahme, 
Tier 7 und 8 hatten eine leichte Korper- 
temperaturerhohung + leichten Durch- 
fall 

nach 2. Impfung - auBer Korpertemperaturerhohung beim 
Tier 8 keine weiteren Nebenwirkungen 

Anzahl der Tiere, die wahrend des Versuches ausschieden : 

Asetzer Nr. 2, Grand : E.coli-verursachte Magen - und Darmentziindung 

Auftreten von Krankheiten, die nicht mit der Vakzination zusammenhangen : 
auBer der Erkrankung beim Absetzer Nr. 2 keine 

Behandlung mit anderen Mitteln : keine 
Ergebnisse 

Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzineformulierungen : 

Die Vakzineformulierungen konnen insgesamt als vertraglich und sicher eingeschatzt werden, 
obwohl es nach der 1. Immunisierung zu einer leichten Stoning des AHgemeinbefindens, zu 
einer kurzzeitigen Beeintrachtigung der Futteraufiiahme und zu einer Korpertempertur- 
erhohung - verbunden mit leichten Durchfall - bei den Tieren 7 und 8 kam.Die 2. Impfung 
wurde ohne das Auftreten von klinischen Symptomen vertragen. Nur das Tier Nr. 8 reagierte 
auf die erneute Imstoffapplikation mit einer Erhohung der Korpertemperatur. 
Lokale Gewebsreaktionen - palpatorisch bemerkbares leichtes Odem - traten nur nach der 1 . 
Impfung an der Injektionsstelle der Tiere 5 und 6 auf. 

Nach der Schlachtung der Ferkel konnten an den Injektionsstellen, mit Ausnahme der Tiere 1 
und 3, makroskopisch erkennbare Entzundungen urn den Strichkanal, die mit nekrotischem 
Material bei alien Tieren ausgefiillt war, festgestellt werden. Bei der histologischen 
Untersuchung der Ferkel 1 und 3 konnte nur eine leichte Bindegewebsproliferation 
(Angioblasten mit Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten) festgestellt werden, wahrend 
der mit nekrotischem Material ausgefullte Stichkanal bei alien anderen Ferkeln mit einer 
bindegewebigen Kapsel umgegeben war. In der bindegewebigen Kapsel konnte eine 
Entzundung mit Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten beobachtet werden. 
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Wirksamkeit der Vakzineformulierungen 

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, daB das rekombinante Stx2eB nach i. m. 

Applikation in 6 Wochen alten Absetzern vom Immunsystem der Tiere erkannt wird und eine 

Immunantwort - Produktion von spezifischen Immunglobulinen - induziert. 

Der Nachweis dieser Antikorper wurde mittels Elisa und Immunoblot durchgefuhrt. 

Die Starke der Immunantwort scheint von der Wahl der venvendeten Vakzineformuiierung 

abhangig zu sein. 

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen konnten die besten Ergebnisse mit einer 
W/O-Emulsion (z. B. unter Venvendung von LFA) erziehlt werden.Im einzelnen sind die 
Ergebnisse in Tabelle 2 dargestellt 
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Hinterlegter Mikroorganismus: 

Der E.Coli-Stamm Cux-Stx2eB wurde hinterlegt unter der urspriinglichen 
Bezeichnung: Cux-SLT-IIe-B bei der 

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, 

Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig. 
Ihm wurde von der Hinterlegungsstelle die Eingangsnummer 

DSM 12721 

zugeteilt. 
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Anspriiche 

1 . Rekombinantes Fusionsprotein mit einem subgenischen Stx2e-Fragment 
des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag, dessen 
GroBe etwa der GroBe des Fragmentes oder eines Bruchteils des 
Fragmentes entspricht. 

2. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch 1, bei der das subgenische 
Stx2e-Fragment eine B-Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

3. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 mit einer GroBe 
des terminalen Tags von maximal 1 kDa. 

4. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 3 mit 
einem aminoterminalen His-Tag. 

5. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 4 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

6. (Impf-)Stoffzusammensetzung fur verschiedene Verwendungen im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit der Tiere, insbesondere 
Saugetiere, vor allem Schweine, mit einem subgenischen Fragment des 
Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag, dessen 
GroBe etwa der GroBe des Fragmentes oder eines Bruchteils des 
Fragmentes entspricht. 
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7. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 6, bei der das subgenische 
Stx2e-Fragment eine B-Untereinheit (STx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

8. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 6 oder 7 mit einer GroBe 
des terminalen Tags von maximal lkDa. 

9. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspruche 6 bis 8 mit 
einem aminoterminalen His-Tag. 

10. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspruche 6 bis 9 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

11. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspruche 6 bis 10, die 
ein zusatzliches Antigen oder mehrere zusatzliche Antigene umfaBt. 

12. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 11, wobei das eine oder 
mehrere zusatzliche Antigen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus einem Pasteurella multocida-Bacterin mit einem zellgebundenen 
Toxoid, einem Bordetella bronchiseptica-Bacterin, einem Erysipelothrix 
rhusiopathiae-Antigen, einem oder mehreren loslich zellfreien Toxoiden 
von Pasteurella multocida Typ D und/oder Escherichia coli und/oder 
Clostridium perfringens, inaktivierten ganzen Zellen von Pasteurella 
multocida Typ A oder D, Kulturen von Actinobacillus 
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, Streptokokkus suis, Mycoplasma hyopneumoniae sowie 
Procine Reproduction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus, 
Pseudorabiesvirus und Porcine Circovirus I und II. 
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13. Impfstoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 12, die das 
subgenische Stx-IIe-Fragment des Shigatoxins 2e (Stx2e) in Fusion mit 
einem terminalen Tag und/oder das mindestens eine zusatzliche Antigen 
jeweils in einer immunogenen Menge fur die Impfung von Schweinen 
gegen die Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit 
der Schweine und andere virale und/oder bakterielle Infektionen umfaflt. 

14. Impfstoffzusammensetzungen nach einem der Anspriiche 6 bis 13 in 
Zusammensetzungen und Mengen, so dafi sie bei sequentieller und/oder 
gleichzeitiger Impfung von Schweinen diese gegen die Odemkrankheit 
der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine und andere 
virale und/oder bakterielle Infektionen immunisieren. 

15. (Impf-)Stoffzusammensetzung mit einem subgenischen Stx2e-Fragment 
des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag, 
insbesondere nach einem der Anspriiche 6 bis 12, in einer W/O/W- 
Emulsion, in einer O/W-Emulsion, in einer W/O-Emulsion oder in einer 
wafirigen Suspension. 

1 6. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 1 5 mit inkomplettem 
Freund'schen Adjuvans (iFA). 

1 7. Plasmid enthaltend DNA, die ein Fusionsprotein nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6 codiert 

18. E.Coli-Stamm, transformiert mit einem Plasmid gemaB Anspruch 17. 
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19. E.coli-Stamm gemafl Anspruch 18, hinterlegt bei der DSMZ - Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter der 
NummerDSM 12721. 

20. Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines subgenischen 
Fragmentes des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen 
Tag, bei dem in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit aus dem 
Stx2e-Operon kloniert wird, das entstandene rekombinante Plasmid in 
einen E.coli-Stamm transformiert wird, das entstandene 
Expressionssystem induziert wird und das Fusionsprotein exprimiert und 
gereinigt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, bei dem das subgenische Fragment eine B- 
Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, bei dem das terminale Tag eine 
Grofle von maximal lkDa hat. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22, bei dem das terminale 
Tag ein aminoterminales His-Tag ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 23, bei dem die 
Expressionskultur einer Lysepufferbehandlung unterzogen wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 24, bei dem die 
Expressionskultur einer Behandlung in einer French Press oder mittels 
Ultraschall unterzogen wird. 



WO 00/75345 



PCT/EP00/05127 



26. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 25, bei dem die 
Expressionskultur nach Behandlung mit der French Press oder mittels 
Ultraschall und/oder mit Lysepuffer einer affinitatschromatografischen 
Reinigung zugefuhrt wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem die Reinigung mittels einer FPLC 
durchgefiihrt wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 27, bei dem das gereinigte 
Fusionsprotein vernetzt wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 28, bei dem durch Fusion 
von Milzzellen von unter Verwendung des rekombinanten 
Fusionsproteins immunisierten Mausen mit Myelomzelien Hybridoma- 
Klone fur die Herstellung von Anti-Stx2eB-Immunglobulinen erzeugt 
werden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, bei dem die mittels der Hybridoma-Klone 
produzierten Antikorper zur in-process-Kontrolle fur die Produktion der 
rekombinanten Fusionsproteine verwendet werden. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, bei dem die von den Hybridoma- 
Klonen produzierten Antikorper ftir ein 
immunaffinitatschromatografisches Reinigungsverfahren fur das Stx2e- 
Holotoxin verwendet werden. 
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